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Peptide synthesis was catalyzed by thermolysin in 
the free enzyme state and immobilized on porous glass 
beads by 3-aminopropyltriethoxysilane-glutaraldehyde 
method or on reactive latex particles. Factors 
affecting the hydrolytic activity and the yield of the 
peptide synthesis， such as substrate concentration， 
pH， temperature， organic solvent content and chemical 















一方 Nelsonと Griffinが、 19 1 6年に活性炭に吸着したインベルターゼがたまたま活性を
長期にわたって保持し、しかも繰り返し使用が可能であることを見い出したことにその由来をもっ
















本報告では、プロテアーゼとしてサーモライシン (Ther.olysin) [EC 3.4.24.4]を取り挙げ、遊
離の酵素および固定化した酵素によるペプチド合成反応における諸国子の効果を検討した結果につ
いて、加水分解反応における結果と比較をしながら報告する。
ここで対象とした反応は、 Nー アシルアミノ殴とアミノ酸誘導体の縮合反応 (Eq. 1と Eq.2の
逆反応)である。
Fua皿 AAI-AA2-NH2+ H20 ==== Fua-AAl + AA2-NH2 (1) 
Cbz-Asp-Phe-OMe + H20 ==== Cbz-Asp + Phe-OMe (2) 
サーモライシンは、 Baci llus ther・oproteolyticusが産生する耐熱性の中性エンドプロテアー
ゼであり (8]、活性発現に必要なl個の亜鉛イオン (Zn記+)と安定性などに関与している 4個のカル
シウムイオン (Ca2つを含んでいる金属プロテアーゼである. アミノ酸配列およびタンパク貨の
立体配置についてはかなり以前に明らかにされている [9]0 反応機構に関する多くの研究[10]か




サーモライシンは大和化成(綜)より入手した (Lot.T4KB31.T4KB32) 0 多孔性ガラスビーズ
( pore直径 7.61μ札 pore体積 3612/g.200-400・esh)は、和光純薬工業より贈入した (FPG-
700S、Lot.SD(8724) 0 固定化担体として用いたラテックスは、 アクロレインースチレン共重合体
であり、直径 20μ・のもの (AL-2000)である[1]0 
緩衝剤として用いた4-(2-bydroxyethy1)piperazine-1-ethanesu1fonicacid (Hepes)、 b・or-
pho1inoethanesulfonic acid ("e5)、 N-[tris(bydroxYlethy1)lethY11-3-alinopro阿nesulfonic
acid (Taps)、tris(hydroxYletby1)alino・ethane (2-alino-2-bYdroxYlethyl-l.3-prop叩 edio1.
Tris)は、同仁化学研究所製、および和光純薬工業製のものを使用した o N-[3-(2-FurY1)acry-
1oy1]-L-g1ycine (Fua申G1y)、F回ー Phe、Fua-G1y-Leu-NH2，Fua-G1y-Pbe-NH2， Fua-Pbe-Leu田削宕、
Fua-Pbe-Phe-NH2は、文献(12]で使用されているものと同じものであり、それぞれ合成したものを






が、エチレングリコールを使用して調製する方法もある。 前者は、 10・" CaC12を含む緩衝液に
KBr、または HaBrを 2-2.5"溶解してイオン強度を上げ、 pHを調整したものにサーモライシン
を溶解する方法であり、主に遊離酵素として使用する場合に用いた。 後者は、 10・g/・Lのサーモ








0 "-lCI-1 とタンパク質含量 67%をもとにして、分光光度計(日本分光 UVIDEC61 OB )で測定した






ガラスビーズを 5%(VIV)硝腹中で 1時間処理したのち充分に水洗し、これを200'"0で 2時間乾帰
することによって付着している有櫨物を取り除いた. 塩厳で pHを 3-5に調聾した 10%(V/官)
48 
アミノプロピルトリエトキシシラン水溶液 10・Lに、ガラスビーズ 19の割合で加え、 75・Cで3時間
時々雛搾しながら反応させたのち、充分に水洗した。 このアミノシラン化したガラスビーズ 19
に 10倍量以上の1%(V/V)グルタルアルデヒド水溶液 (pH7.4)を加え、 1時間反応させたのち水
枕した。 次に、 50・MHepes緩衝液 (pH 7.4)で平衡化したのち、 10・McaC12、2.5MKBrを含む
50・MHepes緩衝液 (pH7.4) 10・Lに 100lgのサーモライシンを溶かしたものを加えて、 4・Cで一晩
反応させた。 反応終了後、 0.5Mの NaClを含む O.IMHepes緩衝液 (pH7.4)、0.1Mエタノー







8.0)に 321g/mLラテックス粒子を含む懸濁水溶液を 2・L加えて 4・Cで 20時間反応させたのち、
限外語過 (限外語過器， TOYO Advantec. Model: UHP-25) を行なった。 限外諸遇膜としては、







を取り除き、それを蒸発皿もしくはベトリシャレーに広げた。 ガラスビーズ 1・gに対して、 0.31g






フィルムで試験管の口をシールした。 緩衝液としては、 pH5.0-7.0は Mes、pH7.0-8.0では
Hepes、pH8.0--9.0は Tapsを使用し、これは縮合反応においても同様である。

















固定化系で‘はpH調整を済ませた 10.HCaC12と 1001"アミノ基質を含む緩衝液 (Phe-NH2の場
合は DHSOが 10%(V/V)含まれる)200μLに、 HeCN750μL、および固定化サーモライシン(10・g)
を加えて 370Cの恒温槽中に浸し、反応混合溶液の温度が一定になるまで数分間政置した。 金属変
換を行う場合には、最終的に先に示した温度になるように予め緩衝液中に含ませておき、恒温槽中







分析サンプルをメンプランフィルター (Millipore， Filter type: HV， Pore size 0.45μ・)で遁
過するか Hillipore製パーソナル遠心機 (XX42GFO 60， 6，400rp.. 2.000G)で分離した上澄み穣
を分析した。
分析に使用した HPLCは、島津製 LC-6Aであり、検出器には同じく島津製のSPD-6Aを使用し、ク
ロマトパック C-R3Aを接続して記録した。 カラムには逆相カラムの Cos.osil5C18-P (4.6φX 
1501lm)を、ガードカラムには Cosmosil10C18-P (4.6φx 50・1)を使用した. 測定波長は、発
色基が Fuaのとき 305n園、 Cbzのとき 254閥、流速は1.OIlL/linの条件で行なった。 定量は、
C-R3Aで得られたピーク面積から求めた。
溶離液には、メンプランフィルタ←(問JIFILM Micro Filter.Type FM-45 ， 0.45μm)で遁過し
たリン酸水溶液と液体クロマトグラフ用溶媒の MeCNの混合物を減圧脱気して使用した. リン酸





ものである。 アシル基質として Fua-Gly(25・H)、アミノ基質としては Leu-NH2(25・M)を用い、
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定であるが僅かに減少している。 それに対して pH8と pH9では、合成収率は最初低いが次第




















pH Dependence of peptide 
synthesis by thermolysin. 
[Fua-Gly]=25mM ， [Leu-NH~]= 
25mM， [enzyme]=4.0pM 
reaction timei 2 min.(・)， 
10門 min.( 0) and 24 h("企)， 
37~C. 
O 













6 7 8 
pH 
* [Fua-Gly]=1mM， [enzyme]=1pM， pH 7.0， 37oC. 
Tab1e 1は、遊離サーモライシン触媒でペプチド合成反応を行うにあたり、アシル基質温度を一
定にし、それに対してアミノ基質の温度を変化させて行なった結果を示したものである. アシル











Table 2. 工nfluenceof Temperature on the 
Peptide Syn七hesisby Thermolysin.* 
Temp. (oC) 
Product yield (も)





































アミノ基質として Leu-NH2(10・H)を用い、サーモライシンの温度が 0.23μMで pH7.0の乗件に










o 50 100 


















O 40 60 20 
Time (min) 
Fig.2. Peptide synthesis by thermolysin in the presence of 
various organic solvent. 
[Fua-Gly]=1mM， [Leu-NH~]=10mM ， lenzyme]=O.23pM， 
reaction time 6 h， P白 7.0，37'-' C. 
MeCN (・)， Dioxane (0)， DMSO (マ). 
Fig.3. Synthesis of Aspartame Precursor by Thermolysin. 
[Cbz-λsp]=10mM (・) or 20m~ (0)， [Phe-OMe]=40mM， 


























Gly (1.0mH)、アミノ基質として Leu-NH2(10.0IH) を用い、有機溶媒としては、 水溶性である
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Fig.4. Peptide synthesis by immobilized thermolysin in the 
presence of various organic solvent. 
[Fua-Gly]=1mM， [Leu-NH勺]=1 OmM， 1工m-TLN]=10mg/mL
reaction time 6 h， pa 7.0， 37~C) ， 
MeCN(・)， Dioxane( 0 ) ， DMSO( y ) • 











































基質が Fua-Gly-Leu-NH2"および Fua-Gly-Phe-NHとの場合においては、 N-Ac-Phe申ONSuでアシル
化した固定化酵素によるものの方が修飾していないものよりも 2倍以上の加水分解率が得られてい






Fig.6. pH Dependence of 
the peptide synthesis by 
Latex-immobilized thermolysin. 
[Fua-Gly]=1mM， [Leu-NHっ]=20mM，
reaction time 4h. 0.O2mL/mL 















ド合成反応を行なったときの pH依存性を調べたものである。 アシル基質として Fua-Gly、アミ





修飾してないものでの場合至適 pHが 5.5付近とかなり酸性側へ移動しており、 N-Ac-Phe-ONSuで








Table 4. Peptide Synthesis by Thermolysin Absorbed on 
Glass Beads in Various Organic Solvent.安































なったときの結果を表にまとめたものである。 アシル基質として Fua-Glyと Fua-Phe(1.0・M)、
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